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Исследованы изменения активности митохондриальной И цитоплазматической аконитазы в 
головном мозге белых крыс разного возраста, подвергнутых гипоксии в период органогенеза 
пренатального развития. Установлено, что пренатальная гипоксия в постнатальном развитии 
увеличивает активность аконитазы, причем, этот процесс носит обратимый характер. 
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ВВЕДЕНИЕ 


Аконитаза иначе называемая аконитатгид- 
ратаза, (КФ 4.2.1.3), является одним из фермен- 
тов цикла трикарбоновых кислот. Фермент об- 
ратимо превращает лимонную кислоту в изоли- 
монную кислоту и тем самым поддерживает, так 
называемое аконитазное равновесие состоящее 
из 91% цитрата, 6% изоцитрата и 3% цис- 
аконита. Аконитаза обнаружена в клетках жи- 
вотных, растений и микроорганизмов (Зайчи- 
кова,2010). Аконитаза относится к тем немно- 
гим белкам, которые в клетке выполняют не- 
сколько функций: в железосодержащей форме 
он катализирует одну из реакций цикла Кребса 
(обратимое превращение лимонной кислоты в 
изолимонную), а при окислительном стрессе в 
форме без иона железа связывается с регуля- 
торным элементом мРНК ферритина и репрес- 
сирует ее трансляцию, а также связывается с 
элементами нестабильности в МРНК рецептора 
трансферрина и защищает эту мРНК от дегра- 
дации. При увеличении в клетке количества 
двухвалентного железа фермент самопроиз- 
вольно регенерируется и образует цитозольную 
аконитазу (У/ППат, 2006). 

Активные формы кислорода образуются в 
клетках в ходе нормальных метаболических ре- 
акций, однако, их содержание значительно по- 
вышается при гипоксии, которая приводит к 
окислительному стрессу. В настоящее время 
аконитазарассматривается в качестве чувстви- 
тельной и критической мишени действия сво- 
бодных радикалов в условиях окислительного 
стресса. При этом происходит резкое снижение 
активности фермента (Оагапег, 1994; Миага- 
Каппапа, Уозбшо, 1997). Несмотря на то, что 
ферменты цикла трикарбоновых кислот локали- 
зованы в митохондриях, помимо митохондраль- 
ной, имеется и цитоплазматическая аконитаза. 
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Несмотря на то, что фермент изучается с 
40-ых годов ХХ века, в литературе нет количе- 
ственных данных о содержании в тканях голов- 
ного мозга животных цитоплазматической и 
митохондриальных форм аконитазы. 

Гипоксия оказывает влияние на активность 
многих ферментов. Имеются данные, что гипок- 
сия, перенесенная плодом в период органогене- 
за сказывается в постнатальном периоде разви- 
тия (Журавин, 2009). 

Целью данной работы является изучение 
влияния пренатальной гипоксии в периоде ор- 
ганогенеза на активность аконитазы в различ- 
ных частях головного мозга белых крыс в пост- 
натальном развитии. Представленная работа 
может помочь в решении некоторых вопросов 
энергоснабжения головного мозга в стрессовых 
ситуациях. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Эксперименты проводились на самках бес- 
породных белых крыс в количестве 20 голов. 
Самки в период органогенеза плода три дня в 
течение 10 мин подвергались гипоксии в спе- 
циальной камере газовой смесью, состоящей из 
95% азота и 5% кислорода. Полученное от них 
потомство делилось на три группы и выращива- 
лось до достижения требуемого возраста: 17-ти 
дней, 1-го и 3-х месяцев. Эти возрасты считают- 
ся критическими в постнатальном развитии 
крыс. После окончания каждой серии опытов 
животных декапитировали, извлекали головной 
мозг и отделяли орбитальную., сенсомоторную., 
лимбическую кору, гипоталамус и мозжечок 
(Светухин,1968). Ткани гомогенизировали в 
0,25 М растворе сахарозы в соотношении 1:9, 
центрифугировали при 20 0000 в течение 20 мин 
для отделения митохондриальной фракции от 
цитозольной жидкости. Все эти процедуры про- 
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водили при 0-4°С. В цитозольной и митохонд- 
риальных фракциях определяли активность 
аконитазы по методу (СиПБаий, 1976), белок 
определяли по методу Лоури (Кочетов, 1980). 

Опыты проводили в 6-кратной биологиче- 
ской и 2-кратной аналитической повторностях. 
Полученные данные обрабатывали с использо- 
ванием статистических критериев (Ллойд и Ле- 
дерман, 1990). 


РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Из результатов экспериментов видно 
(Рис.1), что в цитозоле исследованных тканей 
головного мозга контрольных крыс трех возрас- 
тов максимальная активность аконитазы наблю- 
дается у одномесячных животных, особенно в 
лимбической коре и мозжечке. В цитозоле тка- 
ней 17-ти дневных контрольных животных ак- 
тивность аконитазы намного ниже активности 
фермента остальных возрастных групп. Это 
наиболее четко видно на примере гипоталамуса, 
лимбической и сенсомоторной коры. Получен- 
ные данные хорошо согласуются с особенно- 
стями постнатального развития крыс. Так, из- 
вестно, что к17-му дню постнатального разви- 
тия у крысят открываются глаза, но головной 
мозг еще не завершил формирование и поэтому 
его функционирование не требует больших за- 
трат энергии. С 17 по 35 день развития в мозге 
происходит процесс миелинизации нейронов. 
На этот процесс требуется значительное коли- 
чество АТФ, ак 3-х месячному возрасту крысы 
вступают в половозрелый возраст. 
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Рис. 1. Активность аконитазы в цитозольной фрак- 
ции контрольных крыс 


Активность цикла Кребса неразрывно связа- 
на с процессом гликолиза. В ответ на гипоксию 





(Анохина, 2010) в головном мозге появляется бе- 
лок НІЕ-І (Бероха шаисЫе Тасюг), который 
способен регулировать транскрипцию более 60- 
ти белков, в том числе ферментов гликолиза 
(Меерсон, 1993). Имеются данные, что при этом 
активность гексокиназы (ГК) увеличивается на 
23% и фосфофруктокиназы — на 50% (Ѕбегтпха, 
2006). Гипоксия вынуждает организм животных 
оптимизировать энергетический обмен за счет 
появления в клетках митохондрий, обладающих 
меньшими размерами, со сниженным содержа- 
нием цитохромов, высокой активностью мито- 
хондриальных ферментов, имеющими более низ- 
кое сродство к своим субстратам, а также повы- 
шением эффективности окислительного фосфо- 
рилирования (Лукьянова, 2003). Активизация 
гликолиза приводит к увеличению количества 
ацетил-коэнзимаА, необходимый для синтеза 
лимонной кислоты — субстрата аконитазы. Уве- 
личение количества субстрата приводит к акти- 
вации как митохондриальной, так и цитоплазма- 
тической аконитазы. В мозге взрослых животных 
65-70% изоцитрата окисляется НАД-зависимой 
цзоцитратдегидрогеназой, а у молодых, расту- 
щих животных большая часть цзоцитрата окис- 
ляется в цитозоле НАДФ-зависимой изоцитрат- 
дегидрогеназой и образующийся НАДФН ис- 
пользуется для биосинтеза липидов мозга (Аш- 
мариниСтукалов, 1996). Пренатальная гипоксия 
приводит к изменениям активности фермента в 
цитозоле изученных тканей животных всех воз- 
растов (Рис.2). В цитозоле тканей 17-ти дневных 
опытных животных наблюдается резкое (в 2-5 


раз) увеличение аконитазной активности 
(р<0,001). 
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Рис. 2. Активность аконитазы в цитозольной фрак- 
ции гипоксированных крыс 


Эти результаты доказывают, что прена- 
тальная гипоксия в исследованных тканях го- 
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ловного мозга 17-ти дневных крыс усиливает 
биосинтетические процессы. Активность акони- 
тазы в цитозоле большинства тканей пренаталь- 
но гипоксированных одномесячных крыс уве- 
личивается. Лишь в мозжечке активность фер- 
мента в 2-2,5 раза ниже контроля (р<0,001) и в 
лимбической коре наблюдается недостоверное 
снижение активности фермента ( р> 0,05). 

В цитозоле 3-х месячных гипоксированных 
животных только в мозжечке наблюдается 3-х 
кратный рост активности аконитазы (р<0,001), а 
в остальных тканях имеют место незначитель- 
ные изменения. 
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Рис. 5. Активность аконитазы в митохондриальной 
фракции контрольных крыс. 
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Рис. 4. Активность аконитазы в митохондриальной 
фракции гипоксированных крыс 


Рост активности аконитазы в цитозоле 17- 
ти дневных и месячных крыс можно объяснить 
сохранением в танях головного мозга крыс 
функционирования оптимизированной схемы 
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энергоснабжения, а у 3-х месячных крысах, за 
исключением мозжечка, в цитоплазме происхо- 
дит восстановление нормального функциониро- 
вания. 

Интересно сравнить активность аконитазы 
в цитозольной и митохондриальной фракциях. 
Как уже отмечалось выше, эти ферменты в 
клетке используются для выполнения разных 
функций. 

Результаты экспериментов показаны на 
(Рис.3). Как видно из рис.1 и 3, активности фер- 
мента в обеих фракциях 17-ти дневных и одно- 
месячных контрольных животных приблизи- 
тельно одинаковы. Кардинально меняется соот- 
ношение ферментов лишь в тканях Зх месяч- 
ных животных, где наблюдается значительное 
увеличение активности фермента в митохонд- 
риях по сравнению с цитозолем (р<0,0050). Эти 
результаты можно объяснить тем, что в голов- 
ном мозге 17-ти дневных и месячных крыс идет 
биосинтез липидов, образование необходимого 
для этого процесса НАДФН обеспечивается ци- 
топлазматической аконитазой. В тканях 3-х ме- 
сячных крыс процесс усиленного биосинтеза за- 
вершен и головной мозг переходит на путь по- 
лучения энергии в цикле Кребса, что приводит к 
активации ферментов цикла Кребса, в том числе 
и митохондриальной аконитазы. 

На (Рис.4) показаны результаты действия 
пренатальной гипоксии на митохондрии. Мно- 
гократный рост активности фермента в мито- 
хондриях тканей 17-ти дневных животных по 
сравнению с контролем практически идентичен 
росту активности фермента в цитозольной 
фракции (р<0,01). 

В митохондриях одномесячных гипоксир- 
ованных крыс активность фермента выше, чем в 
других возрастных группах и в среднем в 2 раза 
превышает контрольные показатели, за исклю- 
чением мозжечка, в котором активность фер- 
мента не изменяется. Эти изменения вызваны 
теми же причинами, которые меняют актив- 
ность цитоплазматической акотиназы. 

Более сложная картина наблюдается в ми- 
тохондриях 3-х месячных животных. В мозжеч- 
ке происходит увеличение, в сенсо-моторной - 
снижение, а в лимбической и орбитальной коре 
и гипоталамусе активность аконитазы очень 
близка к контрольным значениям. Заметно, что 
изменения активности фермента в митохондри- 
альной фракции во многом идентичны измене- 
ниям активности в цитозоле. Разница только в 
том, что в митохондриях гипоксированных крыс 
активность фермента в сенсомоторной коре 
снижается в 5 раз, а в цитозоле она не меняется. 

На основании полученных данных можно 
сделать вывод, что пренатальная гипоксия пло- 
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да в период органогенеза в постнатальном онто- 
генезе увеличивает активность как митохондри- 
альной, так и цитоплазматической аконитазы, 
причем, этот процесс, имеет обратимый харак- 
тер. 
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Вара-7а0дэ $5.М№., Абауеу Т.М. 


АМЕА А.І. Оагауеу айта Егтообра туши 


Ргепайа! 1пКіѕаћп огоапосепет йбугіпаә №проКѕіуауа тәгих даіт1ѕ$ тих®ШЕ уаѕ$1 аб ѕіс̧оушагп баѕ 
Беутпаә тіохопапа! уә ѕќоріаттаһйк акопќағамп Ға әу1$1тәѕі ӧугәпіЫ. Миэууэп ед ШЬ К, 
ргепайа1 прокКѕ1уа роѕпаѓа1 1пКк1ѕаѓ ғатапі акопіќахатп #әабл агі уә Би ргоѕѕеѕ 4бпэг хазлууэ аи. 


Асаг 50:әр: Нірокѕіуа,ѕісапағттп Баѕ Беупі, акопійага 


Асбуіќу оѓ Вгаіп А сопіќаѕе ог А ипо Каќѕ айег РгепаќаІ Нурохіа 


Вара-7аде >.М., Асауеу Т.М. 


тише оў Рлуѕіоіоеу патеа айег А.І. Сагауеу, АМА 


СЋапоеѕ ш асиушез оЁ тиќосһопапа] апа суѓорІаѕтіс асопцазе ш Фе бга1пѕ оЁ ато га ої а1 егеп асез 
ѕибјесѓеа ю һурохла ш ће репоа оѓ огсапорепеѕіѕ оѓ ргепайа| іеуеіортепі уеге за ед. І Ваз Бееп ѕһоуп 
һаѓ ргепаѓа1 Вуроха иргесшаќѓеѕ асопиаѕе асіуѓу ш розтайа1 деуеортеп{ апа #15 ргосеѕѕ, ргоБаЫу, Ваз 


а геуегѕ1Ые сһагасїег. 


Кеу жогӣ5: Нурома, ато гаѓ'ѕ Бгат, асопйазе 


55 


